Delignifikasi Biomassa Lignoselulosa Menggunakan Enzim dari    

Larva Cossus-cossus dalam Produksi Biofuel Generasi Kedua by Selman, Muh Assabul Kahfi
DELIGNIFIKASI BIOMASSA LIGNOSELULOSA MENGGUNAKAN 
ENZIM DARI Larva Cossus-cossus DALAM PRODUKSI  










Diajukan Untuk Memenuhi Salah Satu Syarat untuk Meraih Gelar Sarjana Sains 
Jurusan Kimia pada Fakultas Sains dan Teknologi 










FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI 
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI ALAUDDIN  
MAKASSAR 
2019 
PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSI 
 
Mahasiswa yang bertandatangan di bawah ini: 
Nama    : Muh. Assabul Kahfi Selman  
NIM      : 60500114063 
Tempat/Tgl. Lahir   : Amparita, 16 Oktober 1996 
Jurusan      : Kimia 
Fakultas     : Sains dan Teknologi 
Alamat    : Jl. Makkawari, Samata Kab. Gowa 
Judul               : Delignifikasi Biomassa Lignoselulosa Menggunakan Enzim dari 
Larva Cossus-cossus dalam Produksi Biofuel Generasi Kedua 
Menyatakan dengan sesungguhnya dan penuh kesadaran bahwa skripsi ini 
benar adalah hasil karya sendiri. Jika dikemudian hari terbukti bahwa ia merupakan 
duplikat, tiruan, plagiat atau dibuat oleh orang lain, sebagian atau seluruhnya, maka 
skripsi dan gelar yang diperoleh karenanya batal demi hukum. 
 
 
     Gowa,   Februari 2019 
 
 











Puji syukur kehadirat Allah swt, atas limpahan rahmat, taufiq dan hidayah-Nya 
yang diberikan sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi ini dengan baik yang 
berjudul “Delignifikasi Biomassa Lignoselulosa Menggunakan Enzim dari Larva 
Cossus-cossus dalam Produksi Biofuel Generasi Kedua”. Salam dan salawat tercurah 
kepada Nabi Muhammad saw, keluarga dan sahabat beliau yang telah membawa 
kebaikan dan cahaya kepada umatnya. 
Skripsi disusun sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar sarjana 
sains di bidang pendidikan Sarjana (S1) pada Jurusan Kimia Fakultas Sains dan 
Teknologi Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar. Selesainya skripsi ini tidak 
lepas dari dukungan dan do’a dari semua pihak. Penghargaan dan terima kasih yang 
setulusnya kepada kedua orang tua tercinta, Bapak Muh Fajri Selman,S.KM.,M.Kes 
dan Ibu Alm. HJ I Masniah serta saudara dan semua keluarga atas segala limpahan 
do’a, kesabaran, kasih sayang, serta perjuangan yang telah diberikan dalam 
membesarkan dan mendidik penulis hingga saat ini. Semoga Allah swt, memberikan 
kesehatan, keselamatan dan keberlimpahan berkah kepada mereka orang-orang yang 
berjasa dalam kehidupan penulis.Terima kasih pula penulis ucapkan kepada 
bapak/ibu: 
1. Bapak Prof. Dr. Musafir Pababbari, M.Si selaku Rektor Universitas Islam 
Negeri Alauddin Makassar. 
2. Bapak Prof. Dr. H. Arifuddin, M. Ag selaku Dekan Fakultas Sains dan 
Teknologi UIN Alauddin Makassar. 
3. Ibu Sjamsiah, S.Si, M.Si., Ph.D selaku Ketua Jurusan Kimia dan Ibu Dr. 
Rismawati Sikanna, M.Si selaku Sekretaris Jurusan Kimia Fakultas Sains dan 
Teknologi UIN Alauddin Makassar  
4. Ibu Dr. Maswati Baharuddin, S.Si., M.Si selaku Pembimbing I dan Ibu Ummi 
Zahra, S.Si., M.Si selaku pembimbing II yang banyak memberikan arahan 
dan bimbingannya mulai dari awal penelitian hingga akhir penyusunan ini.  
5. Ibu Dra. St. Chadijah, M.Si. selaku Penguji I dan Bapak Dr. H. Muhammad 
Sadik Sabry, M.Ag selaku Penguji Agama yang telah memberikan masukan 
dan arahan kepada penulis. 
6. Dosen dan seluruh staf Jurusan Kimia serta staf akademik terkhusus kepada 
kak Fitria Aziz, S.Si., S.Pd selaku penanggung jawab laboratorium Biokimia 
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar 
yang telah banyak memberikan waktu, arahan, masukan, dan membantu 
dalam menyelesaikan skripsi ini. 
7. Para Sahabat-Sahabatku (Seluruh angkatan Kimia 2014) terkhusus Kharisma 
Aulia, Vonia Natalia serta rekan penelitian Ari Zulqaidah R Suci atas segala 
Bantuan, Motivasi. Semoga keberkahan selalu menyertai kalian. 
8. Dan semua pihak yang tidak dapat disebutkan satu persatu. 
Akhir kata, tiada harapan yang paling indah selain harapan bahwa apa 
yang penulis lakukan selama ini untuk penyusunan skripsi ini dapat bernilai positif 
untuk pengembangan ilmu pengetahuan dan bernilai ibadah disisi Allah swt. Amin. 
Wassalamualaikum Wr. Wb. 
Samata-Gowa,     Februari 2019 
         Penulis 
DAFTAR ISI 
                                                                                                              Halaman 
HALAMAN JUDUL ....................................................................................... i 
PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSI ......................................................... ii 
PERSERUJUAN PEMBIMBING………………………………………….. iii 
KATA PENGANTAR ...................................................................................  iv 
DAFTAR ISI ..................................................................................................  vi 
DAFTAR TABEL .........................................................................................  viii 
DAFTAR GAMBAR .....................................................................................  ix 
DAFTAR LAMPIRAN ................................................................................... x 
ABSTRAK .....................................................................................................  xi 
ABSTRACT ..................................................................................................   xii 
BAB I PENDAHULUAN .............................................................................  1-7 
A. Latar Belakang ................................................................................... . 1-6 
B. Rumusan Masalah ................................................................................ 6 
C. Tujuan Penelitian.................................................................................. 7 
D. Manfaat Penelitian ............................................................................... 7 
BAB II TINJAUAN PUSTAKA .................................................................. 8-20 
A. Biomassa Lignoselulosa ....................................................................... .7 
B. Enzim dari Larva Cossus-cossus ......................................................... 11 
C. Lignoselolosa ...................................................................................... 13 
D. Delignifikasi  ....................................................................................... 14 
E. Fermentasi ........................................................................................... 15 
F. Biofuel ................................................................................................... 16 
G. Spektrofotometer UV-Vis ................................................................... 18 
H. Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS).......................... 19 
BAB III METODE PENELITIAN ............................................................... 21-26 
A. Waktu dan Tempat ............................................................................... .21 
B. Alat dan Bahan ..................................................................................... .21 
C. Prosedur Kerja ..................................................................................... .22-26 
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN  ...................................................... .27-37 
A. Hasil Penelitian ....................................................................................  27 
B. Pembahasan ..........................................................................................  29 
BAB V PENUTUP  .........................................................................................  38 
A. Kesimpulan ..........................................................................................  38 
B. Saran ....................................................................................................  38 
DAFTAR PUSTAKA .....................................................................................  39-40 
LAMPIRAN-LAMPIRAN ............................................................................  63 












Tabel 4.1 Penentuan kadar glukosa pada ampas tebu............................... 
Tabel 4.2 Penentuan kadar glukosa pada TKKS ……………………… 
Tabel 4.3 Volum hasil fermentasi biofuel ……………………………... 









Gambar 2.1 Ampas Tebu… ……………………………......................... 
Gambar 2.2 Tandang kosong kelapa sawit ……………………………. 
Gambar 2.3 Platform untuk proses biofuel yang berbeda……………… 
Gambar 4.1 Reaksi pemutusan ikatan lignin dan selulosa oleh NaOH..... 






































Lampiran 1 Skema penelitian.................................................................... 
Lampiran 2 Prosedur kerja penelitian....................................................... 
Lampiran 3 Penentuan kurva kalibrasi standar ...................................... 
Lampiran 4 Kadar glukosa hasil delignifikasi NaOH.............................. 
Lampiran 5 Kadar glukosa hasil delignifikasi enzim.............................. 
Lampiran 6 Kadar biofuel pada sampel ……………………………… 

























Nama : Muh Assabul Kahfi Selman 
Nim : 60500114053 
Judul : Delignifikasi Biomassa Lignoselulosa Menggunakan Enzim dari    
Larva Cossus-cossus dalam Produksi Biofuel Generasi Kedua  
 
Energi altermatif sangat dibutuhkan oleh manusia dikarenakan 
berkurangnya energi yang berasal dari fosil. Maka dilakukan penelitian untuk 
menghasilkan energi dari biomassa lignoselulosa dengan menggunakan metode 
delignifikasi dengan memecah lignin yang ada pada biomassa lignoselulosa dengan 
menghidrolisis kandungan selulosa dan hemiselulosa akan digunakan dalam produksi 
biofuel dengan melakukan tahap fermentasi dengan bantuan enzim dari larva cossus 
cossus.  
Berdasarkan hasil penelitian bahwa pengaruh pada delignifikasi 
menggunakan enzim pada ampas tebu dan TKKS lebih tinggi dibandingkan dengan 
menggunakan NaOH. Hasil analisis kadar glukosa menggunakan spektrofotometer 
UV-Vis yaitu pada delignifikasi menggunakan enzim sebanyak 87.25 ppm pada 
ampas tebu dan 107.28 ppm pada TKKS. Sedangkan pada delignifikasi 
menggunakan NaOH sebanyak 63.92 ppm pada ampas tebu dan 32.52 ppm pada 
TKKS. Karakteristik biofuel yang dihasilkan dengan melakukan pengujian pada Gas 
Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) yaitu didapatkan senyawa yaitu 3-
methyl-phenol dengan kandungan sebesar 38,60% dengan waktu retensi 5,24 yang 
terdapat pada puncak 108 terbentuknya senyawa fenol akibat dari degradasi pada 
lignin dan 3-methyl-1H-Indole dengan kandungan sebesar 21,50% dengan waktu 
retensi 7,53 yang terdapat pada puncak 130.  
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Name : Muh Assabul Kahfi Selman 
Nim : 60500114053 
Title :Delignification Biomass Lignocellulose using Enzyme from 
Cossus-cossus larvae in Second Generation Biofuel Production 
 
Altermatif energy is needed by humans due to the decrease of energy 
derived from fossil fuels. Then do research to produce energy from lignocellulosic 
biomass using delignification by breaking down lignin contained in lignocellulosic 
biomass to hydrolyze cellulose and hemicellulose content to be used in biofuel 
production by fermentation stage with the aid of enzymes of the larvae cossus 
cossus. 
Based on the research that the effect on the delignification using enzymes on 
bagasse and TKKS higher compared to using NaOH. The results of the analysis of 
glucose levels using a UV-Vis spectrophotometer is the delignification using 
enzymes as 87.25 ppm on bagasse and 107.28 ppm in TKKS. While on 
delignification using NaOH as much as 63.92 ppm and 32.52 ppm bagasse in TKKS. 
The characteristics of biofuels produced by testing on Gas Chromatography Mass 
Spectrometer(GC-MS) that is obtained compound namely 3-methyl-phenol with a 
content of 38.60% with a retention time of 5.24 which contained the 108 peak phenol 
compounds result from the degradation of lignin and 3-methyl-1H-indole with a 
content of 21.50% with a retention time 7,53 located at the peak of 130.  
 










A. Latar Belakang 
Energi alternatif saat ini menjadi sebuah isu yang diperbincangkan di 
masyarakat global, karena meningkatnya kemajuan teknologi transportasi yang 
sangat berdampak untuk pemakaian bahan bakar yang banyak terbuat dari fosil. Fosil 
yang digunakan untuk bahan bakar ini semakin lama semakin berkurang jika 
digunakan terus menerus. karena itu perlu adanya pemanfaatan jenis bahan bakar 
terbarukan yaitu biofuel generasi kedua. Biofuel dengan menggunakan rumput serta 
limbah pertanian contohnya ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit serta 
memiliki keunggulan yaitu biaya yang terbilang ekonomis (Al-akbar, 2013). 
Biomassa  lignoselulosa didapatkan dari hasil hidrolisis ampas tebu serta 
tongkol kelapa sawit. Ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit merupakan 
bahan yang mudah didapatkan untuk pembuatan biofuel dikarenakan tidak 
berkompetisi terhadap kebutuhan pangan sehingga kekhawatiran pada limbah-limbah 
pertanian dapat dihindari, lagi pula limbah padi ini pemanfaatannya sangat minim 
yaitu 31-39% untuk pakan ternak, 7-16% guna keperluan industri serta sisanya 
digunakan untuk membuat pupuk serta dibakar (Pertiwi, 2016) 
 Ampas tebu merupakan sumber energi yang terbarukan dan tersedia cukup 
besar (Hugot, 1986 dan Paturao, 1989). Untuk PG (Pabrik Gula) yang efisien, yaitu 
dengan instalasi yang seimbang, menggunakan peralatan yang efisien, dengan 
kapasitas dan kualitas tebu giling yang memadahi. Kebutuhan energi untuk produksi 
gula kristal dapat dipenuhi dengan sebagian ampas dari gilingan akhir dan diperoleh 
1 
kelebihan ampas yang dapat dijual sebagai bahan baku industri kertas, jamur, 
kompos atau dijual dalam bentuk tenaga listrik. Pemanfaatan energi di PG  dapat 
berlangsung efisien karena melalui sistem pembangkit ganda atau yang populer 
disebut dengan sistem cogeneration. Uap yang diproduksi dari ketel pembakaran 
ampas pertama digunakan untuk turbin penggerak generator listrik atau penggerak 
gilingan, yang secara simultan dihasilkan uap bekas untuk proses pemanasan nira, 
penguapan nira pada evaporator dan kristalisasi pada vacum pan (Saechu: 2009) 
Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) memiliki potensi besar menjadi sumber 
biomassa selulosa dengan kelimpahan cukup tinggi dan sifatnya yang terbarukan. 
TKKS merupakan hasil samping dari pengolahan minyak kelapa sawit yang 
pemanfaatannya masih terbatas sebagai pupuk dan media bagi pertumbuhan jamur 
serta tanaman. Limbah kelapa sawit jumlahnya sangat melimpah, setiap pengolahan 
1 ton TBS (Tandan Buah Segar) akan dihasilkan TKKS (Tandan Kosong Kelapa 
Sawit) sebanyak 23% TKKS atau sebanyak 230 kg TKKS (Kamal, 2012). Karena itu 
biomassa lignoselulosa yang terdapat pada ampas tebu dan tandang kosong kelapa 
sawit (TKKS) yang digunakan sebagai bahan utama pembuatan biofuel dengan 
menggunakan metode fermentasi Allah SWT berfirman dalam QS. ad-Dukhan (44) 
ayat 38  
 
ۡرَض َوَما بَۡيَنُهَما َلَٰعِبِيَن  
َ
َِٰت َوٱلۡأ َمََٰو َ  ٨٣َوَما َخلَۡقَنا ٱلس 
 
Terjemahannya : 
 “Dan kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada 
antara keduanya dengan bermain-main” 
 
 
Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan apa yang ada di 
muka bumi ini memiliki fungsi masing-masing atau tidak sia-sia serta memiliki 
maksud dan tujuannya akan tetapi semuanya akan terjadi atas kehendak dan izin 
Allah SWT.  
Menurut tafsir al-mishbah dari ayat diatas bahwa dan kami tidak menciptakan 
langit demikian luas dan bertingkat, serta bumi demikian kokoh, mantap berikut tata 
aturannya yang demikian rapi, indah dan harmonis, juga tidak menciptakan apa yang 
ada antara keduanya  antara langit dan bumi  dengan bermain-main  yakni tanpa 
tujuan yang haq serta benar seperti halnya anak kecil yang bermain-main.(Quraish, 
2013: 21) 
Dalam ayat yang lain dijelaskan pula bahwa semua ciptaan Allah SWT itu 
tidak ada di muka bumi dan langit diciptakan dengan sia-sia, seperti pada QS. 








“Dan kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara 
keduanya tanpa hikmah. yang demikian itu adalah anggapan orang-orang 
kafir, Maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk 
neraka.” 
Menurut Tafsir Al-Misbah, Ayat diatas menyatakan: Dan kami tidak 
menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara keduanya seperti udara dan 
tentu tidak juga Kami menciptakan kamu semua dengan bathil yakni sia-sia tanpa 
hikmah. Yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir dan karenanya 
mereka berkata bahwa hidup berakhir di dunia ini, tidak akan ada perhitungan, juga 
tidak ada surga dan neraka,  maka kecelakaan yang amat besar menimpa orang-
orang kafir akibat dugaannya itu karena mereka akan masuk neraka (Quraish, 2003: 
135).  
Larva cossus-cossus merupakan salah satu serangga yang dapat menghasilkan 
enzim dikarenakan kehidupan dari larva cossus-cossus ini menggunakan pohon 
sebagai tempat tinggal serta makanannya. Larva pada pohon akan melakukan 
pengeboran sebab karakteristik yang mencermikan kehidupan mereka. Kemampuan 
larva akan menghancurkan ligoselulosa menjadi gula yang di pengaruhi oleh simbion 
mikroba yang dapat menghasilkan enzim selulase (Baharuddin, dkk., 2016) 
Delignifikasi merupakan suatu proses pembebasan lignin dari suatu senyawa 
kompleks. Proses ini penting dilakukan sebelum hidrolisis bahan selulotik, sebab 
lignin dapat menghambat penetrasi asam atau enzim sebelum enzim berlangsung. 
Dengan perlakuan delignifikasi pada substrat maka selulosa alami diharapkan 
menjadi mudah dihidrolisis serta bubuk jerami digunakan sebagai substrat untuk 
produksi enzim selulase. 
Dalam hidrolisis lignoselulosa memiliki suatu kendala yaitu perlawanan 
biomassa lignoselulosa yang sangat tahan terhadap reaksi kimia dan biologi 
khususnya pada kristal selulosa yang menyusun inti dinding sel. Pemanfaatan bakteri 
selulotik sebagai penghasil enzim selulase. Bakteri tersebut mampu menguraikan 
selulosa menjadi glukosa sehingga dapat menjadi sebagai sumber karbon dan bahan 
bakar. 
Setiap bakteri selulotik menghasilkan kompleks enzim selulase yang berbeda, 
tergantung gen dan terdapat serta sumber karbon yang digunakan. Beberapa serangga 
telah berevolusi dengan menggunakan substrat lignoselulosa sebagai sumber energi, 
sehingga dapat menjadi suatu alternatif serta sumber daya yang optimal untuk enzim 
selulotik yang baru. Enzim dihasilkan dari semua makhluk hidup dengan cara 
mengkatalisis reaksi biokimia. Dalam kebutuhan industri mikroorganisme di ekstrasi 
disebabkan mikroorganisme dapat bermanfaat bagi kebutuhan manusia (Baharuddin, 
dkk., 2016). Oleh karena itu dari proses ini dapat dihasilkan bahan bakar biofuel 
generasi kedua. 
Proses yang telah dilakukan untuk menghasilkan biofuel antara lain thermal 
cracking yang berlangsung pada suhu dan tekanan yang tinggi sehingga 
menyebabkan kebutuhan energi yang besar, sehingga saat ini dikembangkan proses 
perengkahan yang berkatalis. Proses tersebut dapat mengkonversi minyak nabati 
menjadi bahan bakar alternatif (biofuel). Hydrocracking adalah proses perengkahan 
berkatalis dengan mereaksikan minyak nabati dengan sejumlah gas hidrogen pada 
keadaan suhu dan tekanan tertentu. Produk dari metode hydrocracking akan 
dihasilkan biofuel berupa alkana cair rantai lurus dari C-15 sampai C-18. Proses 
hydrocracking ini mempunyai kelebihan dan kekurangan. Dari segi kelebihan, proses 
ini dapat memberikan konversi yang tinggi, yield ke arah middle distilat juga tinggi, 
kualitas alkana yang dihasilkan mepunyai bilangan setana yang tinggi. Dari segi 
kelemahan, proses ini memerlukan energi yang cukup besar karena hydrocracking 
beroperasi pada suhu dan tekanan yang tinggi, sehingga memerlukan peralatan 
khusus, penentuan kondisi reaksi yang tepat (jenis katalis, preparasi katalis, suhu, 
tekanan dan waktu reaksi) (Nugroho, dkk., 2014) 
Biofuel merupakan cairan  biomassa, terutama dari tumbuhan (bahan nabati). 
Bentuk biofuel yang paling populer saat ini ialah biodiesel dan bioetanol. Biofuel 
dianggap sebagai pengganti sempurna untuk bahan bakar fosil karena biofuel lebih 
ramah lingkungan. Salah satu keunggulan dari biofuel ialah keamanan bahan baku. 
Permintaan tinggi untuk minyak bumi telah meningkatkan harga minyak, dan juga 
adanya masalah tertentu dalam hal pasokan seperti masalah geopolitik. Biofuel 
memastikan pasokan konstan karena bahan bakunya dapat tumbuh dan diproduksi di 
dalam negeri, tanpa perlu diimpor (Ardhyaksa, 2014). Berdasarkan latar belakang di 
atas maka akan dilakukan penelitian tentang enzim, didapatkan dari larva cossus-
cossus dalam menghidrolisis ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit (TKKS) 
dalam menghasilkan generasi kedua dengan proses fermentasi. Hal ini dilakukan 
karena produksi energi dari bahan pati (biofuel generasi kedua) masih dapat dikelola 
manusia untuk bahan makanan sedangkan dengan biofuel generasi kedua (limbah 
pertanian) yang masih kurang pengelolaannya maka dapat diproduksi bahan bakar. 
B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dari penelitian ini yaitu:  
1. Bagaimana pengaruh enzim dan NaOH terhadap delignifikasi lignoselulosa 
dalam pembuatan biofuel generasi kedua ? 
2. Bagaimana karakteristik biofuel yang dihasilkan dari hasil delignifikasi 
lignoselulosa ?  
C. Tujuan Penelitian 
1. Untuk mengetahui pengaruh enzim dan NaOH terhadap delignifikasi 
lignoselulosa dalam pembuatan biofuel generasi kedua. 







D. Manfaat Penelitian 
1. Meningkatkan nilai mutu selulosa dari biomassa lignoselulosa. 
2. Memberikan pemanfaatan lebih lanjut dimana biomassa lignoselulosa 
merupakan material yang penting yang memiliki selulosa yang dapat 




















A. Biomassa Lignoselulosa 
Biomassa lignoselulosa secara umum diperoleh dari limbah pertanian, 
perkebunan, pengolahan hasil hutan, dan sampah kota organik telah lama menjadi 
perhatian peneliti untuk dijadikan sebagai sumber energi terbarukan, baik untuk 
menghasilkan bahan bakar gas seperti gasbio, hidrogen, maupun bahan bakar cair 
seperti bioetanol dan biobutanol. Pemanfaatan biomasa lignoselulosa sebagai energi 
terbarukan. di masa depan akan menjadi sumber energi terbarukan penting yang akan 
mengurangi ketergantungan dunia pada bahan bakar minyak (Aiman, 2016). 
Biomassa lignoselulosa dapat dimanfaatkan sebagai sumber penghasil gula 
pereduksi seperti glukosa, xilosa dan maltosa. Degradasi lignoselulosa perlu 
dilakukan untuk menghancurkan struktur lignin serta memecah polisakarida. 
Delignifikasi lignoselulosa dapat dilakukan secara kimia, fisika dan mikrobiologis 
(Baharuddin et al., 2016). Larutan alkali dan asam digunakan untuk degradasi 
lignoselulosa secara kimia. Penggunaan metode kimia kurang efektif karena proses 
delignifikasi dan sakarifikasi dilakukan secara terpisah. Degradasi lignoselulosa 
secara mikrobiologis dilakukan dengan memanfaatkan aktivitas mikroba 
(Baharuddin, dkk: 2016). Degradasi lignoselulosa secara mikrobiologis melalui 






1.  Ampas tebu  
Ampas tebu pada umumnnya disebut bagas mengandung 48% serat. Ampas 
tebu merupakan salah satu sumber serat alam terbanyak yang terdapat di Indonesia. 
Selain ketersediannya yang melimpah, ampas tebu berpotensi karena memiliki sifat 
yang tahan kelembapan, tahan terhadap jamur, awet dan memiliki rasa manis. Dalam 
sebuah penelitian, abu pembakaran ampas tebu terbukti dapat membantu 
memperlambat pembusukan buah dan menjaga suhu kelembapan yang ideal. Limbah 
sisa proses pembuatan tebu dapat dimanfaatkan sebagai bahan bakar, bahan pembuat 
pulp kertas, pupuk organik dan pakan ternak. Belum banyak industri yang 
mengembangkan produk produk berbahan dasar ampas tebu tersebut. Adapun 
industri kecil yang mulai mengembangkan pembuatan papan panel yang berasal dari 









Gambar 2.1: Ampas tebu 
Sumber : Bioenergycrops.com 
2. Tandang Kosong Kelapa Sawit (TKKS) 
Tandan kosong kelapa sawit memiliki potensi yang cukup besar untuk dapat 
dimanfaatkan. Namun, selama ini TKKS baru dimanfaatkan sebagai pupuk organik, 
bahan baku pembuatan kertas, briket, dan umumnya baru sampai pada pemanfaatan 
serat sebagai bahan pengisi suatu medium seperti pengisi rongga jok mobil dan 
kasur. Oleh karena itu diperlukan adanya penelitian yang mengaji mengenai potensi 
TKKS sebagai material serat alam yang bisa dimanfaatkan untuk produk yang tidak 
hanya sekedar menjadi produk hasil cacahan atau sekedar menjadi pengisi volume, 
tetapi juga sebagai bahan tekstil yang dapat dimanfaatkan pada produk kriya. Melihat 
karakteristik TKKS yang memiliki serat, bukanlah hal yang tidak mungkin serat 
TKKS dapat digunakan sebagai material serat alam untuk produk kriya yang 
memiliki nilai tambah dalam kearifan budaya lokal dan sumber daya alam yang 









Gambar 2.2: Tandang kosong Kelapa Sawit 
Sumber : Rumahmesin.com 
Kandungan lignin yang tinggi pada jerami padi, TKKS dan bagas tebu 
menyebabkan kendala dalam pemanfaatan selulosa murni bagi industri yang 
berbahan baku selulosa seperti industri pulp dan kertas ataupun industri pembuatan 
papan serat. Salah satu cara untuk mengatasi masalah ini menggunakan 
mikroorganisme dalam rangka biodelignifikasi. Mikroorganisme yang berperan 
penting dalam biodelignifikasi adalah Fungi Pelapuk Putih (FPP) dari kelas 
Basidiomycetes. Kemampuan FPP melakukan biodelignifikasi disebabkan oleh 
enzim ligninolitik ekstraselular yang dihasilkannya. Enzim ligninolitik ekstraselular 
tersebut adalah lakase, lignin peroksidase (LiP), dan mangan peroksidase. Produksi 
enzim ligninolitik dari limbah lignoselulosa mempunyai arti penting karena selain 
dapat mengatasi masalah limbah organik lignoselulosa, juga dapat memberi nilai 
tambah dari limbah tersebut(Aldino, dkk., 2014). 
Adapun yang dijelaskan pada al-quran bahwa tumbuh-tumbuhan yang 
diciptakan oleh Allah swt yang tumbuh dari satu butir atau benih semuanya tidak 
semata-mata diciptakan tanpa manfaatnya seperti pada QS. An-Na’am (6) ayat 99. 
 
ۡخرَۡجَنا ِمۡنُه َخِضٗرا ن ُۡخرِ 
َ
ِ َشۡيءٖ فَأ
ۡخرَۡجَنا بِهِۦ َنَباَت ُكل 
َ
َمآءِ َماٗٓء فَأ َ نَزَل ِمَن ٱلس 
َ
ُج ِمۡنُه َحب ٗا َوُهَو ٱل َِذٓي أ
َتَراكِٗبا َوِمَن  ُ اَن ُمۡشتَبِٗها وََغۡيَر م  ُم َ ۡيُتوَن َوٱلر  َ ۡعَناٖب َوٱلز 
َ
ِۡن أ َٰٖت م  َ ٱلن َۡخِل ِمن َطلۡعَِها قِۡنَواٞن َدانِيَةٞ وََجن 
َٰلُِكۡم ٓأَلَيَٰٖت ل َِقۡوٖم يُۡؤِمُنوَن   ۡثَمَر َوَيۡنعِهِۦٓۚ إِن َ فِي َذ
َ
 ٩٩ُمتََشَٰبِه ٍۗ ٱنُظُرٓواْ إِلَيَٰ َثَمرِهِۦٓ إَِذآ أ
Terjemahannya:  
“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami 
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka 
Kami keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. 
Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; 
dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan 
kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima 
yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu 
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya. 
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan 
Allah) bagi orang-orang yang beriman” 
Menurut Quraisy Shihab dalam bukunya tafsir Al-Misbah menyatakan bahwa 
ayat ini masih merupakan lanjutan bukti-bukti kemahakuasaan Allah swt. Ayat-ayat 
yang lalu mengarahkan manusia agar memandang sekelilingnya, supaya ia dapat 
sampai pada kesimpulan bahwa Allah swt. Maha esa dan kehadiran hari kiamat 
adalah keniscayaan. Yang dipaparkan untuk diamati pada ayat-ayat yang lalu adalah 
hal-hal yang terbentang di bumi, seperti pertumbuhan biji dan benih, atau yang 
berkaitan dengan langit seperti matahari dan bulan serta dampak peredarannya yang 
menghasilkan antara lain malam dan siang, selanjutnya dipaparkan juga tentang 
manusia, asal usul dan kehadirannya di bumi. Nah ayat ini, menguraikan  kumpulan 
hal-hal yang disebut diatas, bermula dengan menegaskan bahwa Dan Dia juga bukan 
selainnya yang yang telah yang menurunkan air yakni dalam bentuk hujan yang 
deras dan banyak dari langit, lalu kami yakni Allah mengeluarkan  yakni 
menumbuhkan disebabkan olehnya yakni akibat turunnya air itu segala macam 
tumbuh-tumbuhan, maka kami keluarkan darinnya yakni dari tumbuh-tumbuhan itu 
tanaman yang menghijau.(Quraisy. 2013: 209) 
Untuk lebih menjelaskan kekuasaannya ditegaskan lebih jauh bahwa, kami 
keluarkan darinya yakni tanaman yang menghijau itu butir yang bertumpuk yakni 
banyak, padahal sebelumnya dia hanya satu biji atau biji. 
Selanjutnya Allah memberi contoh, dengan mendahulukan menyebut yang 
berkaitan dengan butir, karena butir yang disebut pertama  pada ayat ayat yang lalu 
(ayat 95) yaitu bahwa dari mayang yakni pucuk kurma, mengurai tangkai-tangkai 
yang menjulai, yang mudah dipetik dan dan kebun-kebun anggur, dan kami 
keluarkan pula zaitun dan delima yang serupa bentuk buahnya dan tidak serupa 
aroma dan kegunaannya. Perhatikanlah buah yang dihasilkannya dengan penuh 
penghayatan guna menemukan pelajaran melalui beberapa fase di waktu pohonnya 
berbuah, dan  perhatikan pula proses kematangannya yang melalui beberapa fase. 
Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah bagi 
kaum yang beriman.(Quraisy. 2013: 210) 
B. Enzim dari Larva Cossus-cossus 
Enzim selulase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis ikatan β(1-4) 
pada selulosa. Adanya selulosa dalam suatu substrat dapat menginduksi terbentuknya 
enzim selulase oleh mikroorganisme selulotik. Mikroorganisme selulotik yang dapat 
digunakan untuk menghasilkan enzim selulase misalnya kapang Aspergillus niger 
Substrat yang digunakan untuk memproduksi enzim selulase adalah substrat 
berbahan lignoselulosa. Substrat lignoselulosa yang telah diteliti dengan kapang A. 
niger yaitu jerami padi, serbuk gergaji, ampas tebu, tandan pisang ,jerami gandum, 
kulit dapat digunakan gandum dan kulit pisang (Idiawati, dkk., 2014). 
Larva cossus-cossus merupakan salah satu serangga yang mampu 
menghasilkan enzim selulase yang menggunakan pohon sebagai tempat hidup dan 
makanannya. Larva ini memiliki karakteristik yang mencerminkan cara hidup 
mereka, mengebor pada kayu dan batang. Kepala besar, lebih panjang dan lebar 
dengan rahang besar. Prothorax berbentuk seperti plat yang khas atau perisai yang 
memiliki ekor margin halus (Southdene, 1986). 
Enzim pada umumnya dapat diperoleh dari mokroorganisme tumbuhan dan 
hewan, tetapi mikroorganisme yang paling banyak digunakan dibandingkan dengan 
tanaman dan hewan ialah substrat yang murah serta lebih mudah untuk ditingkatkan 
hasilnya melalui pengaturan kondisi serta rekayasa genetik serta dapat menghasilkan 
enzim yang ekstrim. Mikroorganisme berasal dari air, tanah dan udara yang dapat 
memberikan manfaat bagi manusia baik dalam produk pangan serta makanan. 
Enzim selulase digunakan untuk menghidrolisis selulosa. Selulosa merupakan 
senyawa organik selulosa adalah polimer berantai lurus yang tidak dapat larut dalam 
air dari tersusun dari 15.000 residu D-glukosa.selulase yang dihasilkan tergantung 
pada hubungan kompleks. Struktur amorf selulosa ber/sifat larut dalam air sedangkan 
bagian kristal bersifat tidak larut dalam sehingga resisten terhadap degradasi secara 
kimia maupun biologis. 
Enzim selulase dapat dihasilkan dari hasil hidrolisis lignoselulosa yang 
berasal dari serangga serta serangga telah berevolusi dengan menggunkaan 
substratnya lignoselulosa sebgai sumber energi. Serangga yang dapat di hidrolisis 
lignoselulsa ialah larva Cossus-cossus  yaitu dengan peremajaan isolat, pengaruh 
suhu dan pH pada pertumbuhan bakteri, pembuatan kurva pertumbuhan, penentuan 
genus dari bakteri isolat selulotik (Baharuddin, dkk., 2016) 
Enzim yang dihasilkan oleh semua makhluk hidup untuk mengkatalisis reaksi 
biokimia dalam tubuh makhluk hidup tersebut. Enzim dalam kebutuhan industri 
diekstraksi dari berbagai mikroorganisme sebab mikroorganisme menghasilkan 
enzim yang dapat dimanfaatkan dalam jumlah dan jenis yang sangat bervariasi selain 
mikroorganismenya sendiri dapat dikulturkan untuk memperoleh enzim yang 
dihasilkan (Dwismar, dkk., 2014). 
C. Lignoselulosa 
Lignoselulosa merupakan biomassa yang berasal dari tanaman yang memiliki 
komposisi utama lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Ketersediaannya yang cukup 
melimpah, terutama sebagai limbah pertanian, perkebunan, dan kehutanan, 
menjadikan bahan ini berpotensi sebagai salah satu sumber energi melalui proses 
konversi, baik proses fisika, kimia maupun biologis. Salah satu proses konversi 
bahan lignoselulosa yang banyak diteliti adalah proses konversi lignoselulosa 
menjadi alkohol yang selanjutnya dapat digunakan untuk mensubstitusi bahan bakar, 
bensin (Hermiati, dkk., 2010: 122).  
Lignin merupakan polimer dengan struktur aromatik yang terbentuk melalui 
unit-unit fenilpropan (Sjorberg, 2003) yang berhubungan secara bersama oleh 
beberapa jenis ikatan yang berbeda (Perez et al. 2002). Lignin sulit didegradasi 
karena strukturnya yang kompleks dan heterogen yang berikatan dengan selulosa dan 
hemiselulosa dalam jaringan tanaman. Lebih dari 30 persen tanaman tersusun atas 
lignin yang memberikan bentuk yang kokoh dan memberikan proteksi terhadap 
serangga dan patogen (Orth et al. 1993).  Di samping memberikan bentuk yang 
kokoh terhadap tanaman, lignin juga membentuk ikatan yang kuat dengan 
polisakarida yang melindungi polisakarida dari degradasi mikroba dan membentuk 
struktur lignoselulosa (Suparjo, 2018). 
Selulosa merupakan bahan homopolisakarida yang tersusun dari unit β-D 
glukopiranose, diikat oleh β-(1-4) ikatan glikosidik. Selobiosa merupakan monomer 
dari selulosa yang dapat dikonversi menjadi glukosa (Ganguly et al., 2012). Selulosa 
dapat dihidrolisis secara kimiawi menggunakan larutan H2SO4. Larutan asam seperti 
asam sulfat dapat memotong ikatan beta 1,4 selulosa sehingga diharapkan dapat 
meningkatkan kadar gula yang dihasilkan dan dapat mengoptimalkan kadar bioetanol 
yang dihasilkan (Sukowati, dkk., 2014). Penelitian yang dilakukan oleh Ramdja dkk. 
(2010) bahwa penambahan dosis asam sulfat 4% mampu menghasilkan gula 
maksimum. Namun demikian, peningkatan konsentrasi dan waktu reaksi dapat 
mengakibatkan penurunan rendemen, sehingga diperlukan komposisi yang pas 
(Rilek, dkk., 2017). 
 
D. Delignifikasi 
Delignifikasi merupakan suatu proses pemutusan ikatan lignin pada struktur 
lignoselulosa. Lignin pada lignoselulosa memiliki ikatan yang kuat sehingga selulosa 
sukar untuk dihidrolisis menjadi glukosa. Proses delignifikasi dapat dilakukan 
dengan cara alkali, pemanasan yang tinggi atau penambahan enzim untuk 
mendegradasi struktur lignin sehingga membebaskan selulosa yang terdapat pada 
jaringan lignoselulosa, serta bagian kristalin dan amorf, memisahkan sebagian lignin 
dan hemiselulosa. Selulosa hasil delignifikasi akan mudah dihidrolisis dengan asam, 
basa atau enzim selulase untuk mengubah selulosa menjadi glukosa dalam jumlah 
maksimal (Fitriani, dkk., 2013: 68). 
E. Fermentasi 
Fermentasi berasal dari bahasa latin “Ferfere” yang berarti mendidihkan 
(Muljono Judoamidjojo, Teknologi Fermentasi). Seiring perkembangan teknologi, 
definisi fermentasi meluas menjadi semua proses yang melibatkan mikroorganisme 
untuk menghasilkan suatu produk yang disebut metabolit primer dan sekunder dalam 
suatu lingkungan yang dikendalikan. Pada mulanya istilah fermentasi digunakan 
untuk menunjukan proses perubahan glukosa menjadi etanol yang berlangsung 
secara anaerob.Namun, istilah fermentasi berkembang lagi menjadi seluruh 
perombakan senyawa organik yang dilakukan mikroorganisme (Jannah, 2010: 47). 
Fermentasi merupakan proses konversi senyawa kompleks (bahan-bahan 
karbohidrat) menjadi senyawa yang lebih sederhana oleh bantuan mikroba. Menurut 
Leni Herliani Afrianti (2004) dalam Hasanah (2008) fermentasi berdasarkan 
kebutuhan O2, dapat dibedakan menjadi dua, yaitu fermentasi secara aerob dan 
fermentasi secara anaerob. Ferementasi aerob (proses respirasi) adalah proses 
asimilasi bahan-bahan yang disertai dengan pengambilan oksigen. Contoh: 
fermentasi asam asetat, asam nitrat dan sebagainya. Fermentasi anaerob adalah 
fermentasi yang tidak membutuhkan adanya oksigen. Biasanya dalam fermentasi ini 
menggunakan mikroba yeart, jamur dan bakteri.(Novia, dkk ,2015) 
Dari beberapa peneliti didapat angka-angka yang menunjukan bahwa proses 
fermentasi tunduk kepada hukum konservasi zat seperti pada reaksi-reaksi kimia 
biasa. Oleh J. L. Gay-Lussac (1810), (Encycl. Brit. Vol .9 1960) penelitian 
dilanjutkan dan disimpulkan bahwa persamaan fermentasi pembuatan Alkohol 
adalah:  
C6H12O6 →  2CO2   +    2C2H6O 
Mikrobia yang umumnya terlibat dalam fermentasi adalah bakteri, khamir, 
dan kapang. Contoh bakteri yang digunakan dalam fermentasi adalah Acetobacter 
Xuylinm pada pembuatan nata decoco, Acetobacter Aceti pada pembuatan asam 
asetat. Contoh khamir dalam fermentasi adalah Saccharomyces Cerevisiae dalam 
pembuatan alkohol sedangkan contoh  kapang adalah Rhizopus sp pada pembuatan 
tempe, Monascus  Purpureus pada pembuatan anggur  dan sebagainya. Fermentasi 
dapat dilakukan menggunakan kultur murni  ataupun alami serta dengan kultur 
tunggal ataupun kultur campuran. Fermentasi menggunakan kultur alami umumnya 
dilakukan pada proses fermentasi trodisional yang memanfaatkan  mikroorganisme 
yang ada di lingkungan (Jannah, 2010: 47). 
F. Biofuel 
Biofuel (bio dan fuel), didefinisikan sebagai bahan bakar yang sumbernya 
berasal dari proses-proses biologi (terbarui). Bahan bakar ini dapat diambil dari 
tetumbuhan, hewan, ataupun sisa-sisa hasil pertanian. Saat ini, kita dapat 
menemukan biofuel dalam bentuk padatan, cair dan gas yang dihasilkan dari material 
organik baik langsung dari tanaman ataupun secara tidak langsung dari proses 
industrial, komersial, domestik atau sisa-sisa hasil pertanian. Secara umum terdapat 
tiga metode untuk mendapatkan biofuel yakni pembakaran sisa-sisa organik seperti 
buangan rumah tangga/industrial, sisa-sisa hasil pertanian, kayu, dan gambut, 
fermentasi anaerob semisal dalam proses pembuatan biogas dari kotoran hewan dan 
fermentasi aerob (terdapat dua tipe utama), yang menghasilkan alkohol (bioetanol) 
dan ester (biodiesel) (Supraningsih, 2012). 








Gambar 2.3: Platform untuk proses biofuel yang berbeda 
Biomassa selulosa untuk bahan bakar dan bahan kimia menawarkan hasil 
yang tinggi untuk produk penting untuk keberhasilan ekonomi dan potensi biaya 
yang sangat rendah. hidrolisis enzimatik yang mengubah biomassa lignoselulosa 
untuk gula difermentasi mungkin langkah yang paling kompleks dalam proses ini 
karena efek substrat terkait. Meskipun hidrolisis enzimatik menawarkan potensi hasil 
yang lebih tinggi, selektivitas tinggi, biaya energi yang lebih rendah dan kondisi 
operasi yang lebih ringan dari proses kimia, mekanisme hidrolisis enzimatik dan 
hubungan antara struktur substrat dan fungsi berbagai komponen hidrolase glikosil 
belum dipahami dengan baik. Akibatnya, keberhasilan yang terbatas telah 
diwujudkan dalam memaksimalkan hasil gula dengan biaya yang sangat rendah. 
Ulasan ini menyoroti literatur tentang dampak substrat dan enzim fitur kunci yang 
mempengaruhi kinerja, untuk lebih memahami strategi mendasar untuk memajukan 
hidrolisis enzimatik selulosa biomassa untuk konversi biologis untuk bahan bakar 
dan bahan kimia (Ali, dkk., 2014). 
G. Spektrofotometer Uv-Visible 
Spektrofotometri adalah alat yang terdiri dari spektrometer dan fotometer. 
Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang 
tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan 
atau yang diabsorbsi. Spektrofotometer digunakan untuk mengukur energi secara 
relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan atau diemisikan sebagai 
panjang gelombang. Kelebihan spektrofotometer dibandingkan fotometer adalah 
panjang gelombang dari sinar putih dapat lebih terseleksi dan ini diperoleh dengan 
sinar dengan panjang gelombang yang diinginkan diperoleh dengan berbagai filter 
dari berbagai warna yang mempunyai spesifikasi melewatkan trayek panjang 
gelombang tertentu (Khopkar, 2008: 215). 
Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu mengukur jumlah cahaya yang 
diabsorbsi atau ditransmisikan oleh molekul-molekul di dalam larutan. Ketika 
panjang gelombang cahaya ditransmisikan melalui larutan, sebagian energi cahaya 
tersebut akan diserap (diabsorbsi). Besarnya pada kemampuan molekul-molekul zat 
terlarut untuk mengabsorbsi cahaya pada panjang gelombang tertentu dikenal dengan 
istilah absorbansi (A) yang setara dengan nilai konsentrasi larutan tersebut dan 
panjang berkas cahaya yang dilalui biasanya 1 cm dalam spektrofotometri ke suatu 
poin dimana persentase jumlah cahaya yang ditransmisikan atau diabsorbsi diukur 
dengan phototube (Susanti, 2010: 22). 
H. Gas Chromagrafi Mass Spectrometer 
Kromatografi merupakan metode fisika yang dilakukan untuk memisahkan 
komponen-komponen campuran yang terdistribusi berdasarkan perbedaan 
kesetimbangan antara dua fasa yaitu fasa gerak dan fasa stasioner. Fasa stasioner 
biasanya berupa zat padat atau cairan sedangkan fasa gerak berupa gas. Pemisahan 
komponen campuran zat tersebut biasanya didasarkaan pada sifat kepolarannya, 
apabila fasa stasioner bersifat polar maka fasa geraknya bersifat nonpolar. Karena 
apabila fasa stasioner yang digunakan bersifat polar maka zat yang bersifat nonpolar 
akan keluar atau terpisah lebih dahulu karena zat yang bersifat polar  terikat lebih 
kuat pada fasa diamnya  (Almunadi, dkk., 2011: 1). 
Prinsip kerja dari alat instrumen GC-MS yaitu berdasarkan dengan tingkat 
volatilitas suatu sampel. Semakin volatil sampel maka akan lebih dahulu terpisah 
kemudian keluar dari kolom yang memiliki ukuran berbeda-beda dan tertangkap oleh 
detektor mass spektroskopi yang terbaca berdasarkan waktu retensi dari tiap jenis 
senyawa yang terpisah. GC-MS menggunakan bantuan gas pembawa yaitu gas 
helium dengan tekanan sekitar 1,37 Psi dan menggunakan suhu yang tinggi sekitar 
250oC (Prihatiningtyas, 2014: 8). 
Spektrometer massa diperlukan untuk identifikasi senyawa sebagai penentu 
bobot molekul dan penentuan rumus molekul. Prinsip dari MS adalah pengionan 
senyawa-senyawa kimia untuk menghasilkan molekul bermuatan atau fragmen 
molekul dan mengukur rasio massa/muatan. Molekul yang telah terionisasi akibat 
penembakan elektron berenergi tinggi tersebut akan menghasilkan ion dengan 
muatan positif, kemudian ion tersebut diarahkan menuju medan magnet dengan 
kecepatan tinggi. Medan magnet atau medan listrik akan membelokkan ion tersebut 
agar dapat menentukan bobot molekulnya dan bobot molekul semua fragmen yang 
dihasilkan (David, 2005). Kemudian detektor akan menghitung muatan yang 
terinduksi atau arus yang dihasilkan ketika ion dilewatkan atau mengenai permukaan, 
scanning massa dan menghitung ion sebagai mass to charge ratio (m/z). Terdapat 4 
(empat) proses dalam spektrometri massa yakni ionisasi, percepatan, pembelokkan 


















A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari-Oktober 2018 di Laboratorium 
Analitik, Laboratorium Anorganik, Laboratorium Biokimia dan Laboratorium 
Organik Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin Makassar. 
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat  
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Gas Chromatography 
Mass Spektroscopy (GCMS), spektrofotometer Visible, laminar air flow, sieve 
shaker Retsch, oven, shaker water bath (Thermo Scientific), autoklaf, inkubator 
(Heraeus), lemari pendingin (Sharp), neraca analitik, sentrifuge Refrigerated 
(Heraeus Biofuge Stratos), Magnetic Stirrer, seperangkat alat destilasi, blender, 
mikropipet, hotplate, gelas kimia 50 mL, 100 mL dan 500 mL, erlenmeyer 250 mL 
dan 500 mL. 
2. Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu ampas tebu dan 
tandang kosong kelapa sawit, alkohol 96%, ammonium sulfat, aquadest (H2O), Asam 
tanat (Tannic Acid), Carboxil Methil Cellulose (CMC), Dinitro salisilat Acid (DNS), 
enzim lignoselulase, glukosa (C6H12O6), kertas lakmus, magnesium sulfat 
heptahidrat (MgSO4.7H2O), monopottasium phospat (KH2PO4), natrium hidroksida 
(NaOH), kalium natrium tartarat (KNaC4H4O6) natrium sulfit (Na2SO3) 0,1 N, 
nutrient agar (NA), Saccharomyces cerevisiae, kertas saring, kertas pH. 
 
3. Prosedur Kerja  
a. Perlakuan Fisik  
Menjemur selama 2-3 hari kemudian memotong kecil dengan ukuran 3-5 cm 
dan menggerus hingga menjadi serbuk. Mengayak dengan menggunakan ayakan 40 
mesh sehingga diperoleh serbuk sampel dengan ukuran 40 µm. Serbuk yang 
diperoleh dibagi 2 kemudian didelignifikasi menggunakan NaOH dan  delignifikasi 
oleh enzim. 
b. Pembuatan Media Padat 
Menimbang 1,1506 gram nutrient agar (NA) dan 0,5020 Carboxil Methil 
Cellulose (CMC) kemudian memanaskan air sebanyak 50 mL. Melarutkan masing-
masing media dengan 10 mL air yang telah dipanaskan. Setelah larut,  memasukkan 
kedua media ke dalam Erlenmeyer 250 mL dan menambahkan 30 mL air yang telah 
dipanaskan lalu diaduk hingga rata. Sterilisasi dalam autoklaf selama 2 jam. Setelah 
itu menuang ke dalam 3 cawan petri dan biarkan hingga memadat. Memberi tanda 
pada setiap cawan petri masing-masing 10-4, 10-5 dan 10-6 kemudian menyimpan ke 
dalam laminar air flow.  
c. Peremajaan Bakteri dari Larva Cossus-cossus 
Mengambil biakan bakteri dari larva Cossus-cossus dari kulkas kemudian 
menginkubasi selama 15 menit. Setelah itu, mencelupkan ose ke dalam etanol 96% 
kemudian dipanaskan hingga pijar berwarna merah. Mengambil 1 ose bakteri 
selulotik hasil isolasi dari larva Cossus cossus pada cawan petri 10-4 dan 
menggoreskan pada cawan petri yang berisi media padat. Melakukan hal yang sama 
pada cawan petri 10-5 dan 10-6. Menginkubasi selama 1 kali 24 jam. 
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d. Pembuatan Inokulum 
Menimbang 1 gram CMC, KH2PO4 0,1 gram, CaCl2.2H2O 0,04 gram, 
MgSO4.7H2O 0,04 gram, yeast extract 0,4 gram kemudian melarutkan dalam 100 mL 
air. Setelah larut,  memasukkan media ke dalam Erlenmeyer 250 mL dan mengaduk 
hingga rata. Sterilisasi dalam autoklaf selama 2 jam kemudian menyimpan ke dalam 
laminar air flow. Mengambil bakteri yang sudah diremajakan dan menginokulasikan 
sebanyak 2 ose ke dalam media. Menghomogenkan  pada shaker inkubator pada 
suhu 370C dengan kecepatan 180 rpm selama 1x24 jam.  
e. Pembuatan Media Produksi 
Membuat media produksi dengan melarutkan 100 mL media CMC Broth 
1%. Menimbang 1 gram CMC, 1 gram asam tanat, KH2PO4 0,1 gram, CaCl2.2H2O 
0,04 gram, MgSO4.7H2O 0,04 gram, yeast extract 0,4 gram kemudian melarutkan 
dalam 100 mL air. Setelah larut,  memasukkan media ke dalam Erlenmeyer 250 mL 
dan mengaduk hingga rata. Mensterilisasi dalam autoklaf selama 2 jam kemudian 
menaruh ke dalam laminar air flow.  
f. Produksi Enzim Lignoselulase  
Inokulum dipipet sebanyak 5 mL ke dalam media produksi. Kemudian 
menghomogenkan dan menutup dengan kapas. Setelah itu  menginkubasi pada 
shaker inkubator pada suhu  370C dengan kecepatan 180 rpm selama 5x24 jam. 
Selanjutnya enzim kasar yang diperoleh di sentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm 




g. Delignifikasi oleh NaOH 
Serbuk sampel ditimbang 50 gram  ke dalam wadah plastik dan 
menambahkan natrium hidroksida (NaOH) 5% hingga sampel terendam seluruhnya 
lalu mengaduk sampai merata dan direndam selama 1x24 jam. Membilas dengan 
aquadest sampai pH netral (diuji dengan kertas pH) lalu mengeringkan pada suhu 
ruang kemudian menimbang bobot serbuk (Fitirani, 2013: 68). 
h. Hidrolisis Enzimatik 
Serbuk selulosa ditimbang sebanyak 20 gram ke dalam Erlenmeyer. 
Menambahkan aquades sebanyak 150 mL kemudian mensterilisasi dalam autoklaf 
selama 15 menit. Mendinginkan dalam laminar air flow. Setelah dingin 
menambahkan enzim selulase sebanyak 7 mL kemudian menghomogenkan dan 
menutup dengan kapas.  Selanjutnya, menginkubasi ke dalam  shaker inkubator 
selama 1x24 jam pada suhu 37°C dengan kecepatan pengadukan 180 rpm. 
i. Delignifikasi oleh Enzim Lignoselulase 
Menimbang serbuk selulosa sebanyak 20 gram ke dalam Erlenmeyer. 
Menambahkan aquades sebanyak 150 mL kemudian mensterilisasi dalam autoklaf 
selama 15 menit. Mendinginkan dalam laminar air flow. Setelah dingin 
menambahkan enzim lignoselulase sebanyak 7 mL kemudian menghomogenkan dan 
menutup dengan kapas.  Selanjutnya, menginkubasi ke dalam  shaker inkubator 
selama 1x24 jam pada suhu 37°C dengan kecepatan pengadukan 180 rpm. 
j. Pembuatan Larutan Standar Glukosa  
Menimbang 25 mg glukosa p.a dan melarutkan 0.25 L air ke dalam labu 
takar. Mengimpitkan hingga tanda batas dan menghomogenkan. Membuat deret 
standar dengan konsentrasi 20, 40, 80, 120 dan 160 ppm.  
k. Pembuatan Reagen DNS 
Menimbang 1 gram natrium hidroksida (NaOH), 18,2 gram kalium natrium 
tatrat, 1 gram natrium sulfit (Na2SO3) dan 1 gram DNS (dinitro salisilad acid) 
dilarutkan ke dalam aquabidest hingga volume 100 mL. Campuran dihomogenkan 
dengan magnetic stirrer. Larutan yang sudah jadi disimpan dalam botol gelap dan 
pada suhu kamar  (Miller, 1959).     
l. Uji Kadar Glukosa Metode DNS 
Memipet masing-masing larutan standar glukosa, filtrat hasil delignifikasi 
NaOH dan filtrat hasil delignifikasi enzim lignoselulase sebanyak 3 mL ke dalam 
tabung reaksi dan menambahkan masing-masing 3 mL reagen DNS. Kemudian 
memanaskan pada air mendidih selama 5 menit agar terjadi reaksi antara glukosa 
dalam sampel dengan DNS. Mendinginkan pada air es delama 5 menit, selanjutnya 
absorbansi sampel diukur pada panjang gelombang 540 nm dengan spektrofotometer 
UV-Vis (Oktavia., dkk: 2014: 258). 
m. Uji Kadar Glukosa dengan Pereaksi Benedict 
Memipet masing-masing 2 mL filtrat hasil delignifikasi NaOH dan filtrat 
hasil delignifikasi enzim ke dalam tabung reaksi dan menambahkan masing-masing 2 
mL pereaksi benedict. Menghomogenkan kemudian memanaskan pada air mendidih 
selama 5 menit. Mengamati perubahan warna yang terjadi. 
n. Fermentasi Glukosa 
Ammonium sulfat ditimbang sebanyak 1 gram  pada filtrat hasil 
delignifikasi. Kemudian menambahkan 4 gram Saccaromyces cerevisiae dan 
menghomogenkan. Menutup rapat Erlenmeyer yang dilengkapi dengan selang karet 
yang ujungnya dicelupkan ke dalam air agar tidak terjadi kontak dengan udara. 
Difermentasi selama variasi waktu 7 hari. 
o. Tahap Destilasi  
Filtrat hasil fermentasi dengan variasi waktu tertentu dimasukkan kedalam 
labu leher tiga. Kemudian didestilasi pada suhu 78ºC-80°C (suhu alkohol). Destilat 



















HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
Dalam memproduksi enzim lignoselulosa dan selulosa dilakukan peremajaan 
dengan menggunakan isolat bakteri Baccilus dari larva Cossus-cossus. Produksi 
kedua enzim dilakukan pembuatan inokulum dengan mensentrifuge secara dingin 
pada suhu 40C dengan kecepatan 4000 rpm selama 15 menit sehingga diperoleh 
ekstrak kasar enzim yang berwarna kuning kekeruhan. Enzim dari Larva Cossus-
cossus ini digunakan untuk delignifikasi hidrolisis biomassa lignoselulosa. Sampel 
biomassa lignoselulosa dihaluskan kemudian ditambah enzim untuk mendelignifikasi 
sekaligus menghidrolisis sehingga menghasilkan glukosa. 
1. Pengaruh Enzim terhadap Delignifikasi Biomassa Lignoselulosa 
Kadar glukosa sampel ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit yang 
diperoleh dari delignifikasi oleh NaOH dan delignifikasi oleh enzim dengan 
menggunakan metode asam dinitrosalisilat (DNS) yang dianalisis kuantitatif dengan 








Tabel 4.1 Penentuan kadar Glukosa pada Ampas Tebu 
Delignifikasi 
Ampas Tebu 
         Absorbansi     Kadar Glukosa  (ppm) 
NaOH 0,65±0,065            63.92±5,822 
Enzim 0,91±0,017            87.25±1,523 
 
Tabel 4.2 Penentuan kadar Glukosa pada TKKS 
Delignifikasi 
TKKS 
Absorbansi Kadar Glukosa (ppm) 
NaOH 0,30±0,015 32.52±1,402 
Enzim 1,14±0,01 107.28±1,002 
 
2. Karakteristik Biofuel 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, biofuel yang dihasilkan 
dari ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit (TKKS) yang difermentasi 
menggunakan Saccaromises Saraviceae selama 7 hari dan etanol dapat dilihat pada 
Tabel 4.3. 
Tabel 4.3 Volume Hasil Fermentasi Biofuel dari Ampas Tebu dan TKKS selama 7 Hari 
Delignifikasi 
Volume Destilat 
Ampas Tebu (mL) TKKS (mL) 
NaOH 1 2 
Enzim 3 5 
 Berdasarkan hasil fermentasi maka dilakukan analisis kuantitatif dengan 
menggunakan instrument Gas Chromatography Mass Spektroscopy (GCMS) dan 
diperoleh data yang dapat dilihat pada Tabel 4.4. 
 
 
Tabel 4.4 Karakteristik biofuel dari Sampel Ampas Tebu 
 Sampel            RT(minute)          Peak Area             Prob.(%)                Nama 
             
Biomassa               5,24                 2712197740         38,60                 3-methyl-Phenol 
Lignoselulosa 
                    7,53                3039196224          21,50            3-methyl-1H-Indole 
 
B. Pembahasan 
1. Peremajaan Bakteri 
Bakteri yang digunakan pada penelitian ini ialah baccilus yang diperoleh 
dari larva cossus-cossus  kemudian dibiakkan dengan menggunakan media NA 
(nuitrien agar) sebagai media padat dan Carboxl Methyl Cellulose (CMC) sebagai 
substrat kemudian dilarutkan menggunakan air panas agar mudah larut  disterilisasi 
dalam autoklaf guna menghilangkan mikroorganisme pengganggu. Media dituang 
dalam cawan petri hingga memadat dan dilakukan penggoresan dengan teknik 
penggoresan kuadran sehingga didapatkan isolat murni dari bakteri Baccilus. Bakteri 
Baccilus dimasukkan kedalam inkubator dengan suhu 370C agar bakteri tumbuh 
dengan baik. 
2. Produksi Enzim 
Produksi enzim dilakukan dengan pembuatan inokulum. Pada proses 
inokulasi membutuhkan nutrisi untuk memproduksi enzim yang optimal. Sumber 
nutrisi dalam memproduksi enzim dibutuhkan oksigen, nitrogen, phospor, sulfur, 
karbon, magnesium, kalium, asam nukleat dan kalsium, Dikalium hidrofosfat 
(K2HPO4), sebagai sumber ion kalium, Kalsium klorida (CaCl2) sebagai sumber 
kalsium, Magnesium sulfat (MgSO4) sebagai ion magnesium dan yeast ekstrat  
sebagai sumber nitrogen. Media yang digunakan yaitu Carboxl Methyl Cellulose 
(CMC) berfungsi sebagai sumber karbon serta substrat untuk enzim selulase, asam 
tanat sebagai substrat untuk enzim lignoselulase. Bakteri baccilus yang telah 
diremajakan diinokulasikan kedalam inokulum lalu diinkubasi kedalam shaker 
inkubator selama 24 jam dengan menggunakan suhu 370C dan kecepatan 180 rpm 
dengan tujuan untuk mempermudah masuknya nutrisi kedalam sel bakteri. Dalam 
produksi ekstrak kasar enzim terlebih dahulu dilakukan pembuatan stok inokulum 
sebagai starter lalu dilakukan sentrifugasi pada suhu 40C dengan kecepatan 4000 rpm 
selama 15 menit aagar dapat dipisahkan residu dan ekstra kasar enzim. Enzim yang 
telah dilakukan pemisahan antara residu dan ekstrak akan terjadi dua warna yang 
diperoleh berwarna kuning kekeruhan telah terjadi pertumbuhan koloni pada media. 
3. Delignifikasi 
Delignifikasi merupakan suatu proses pembebasan lignin dari suatu senyawa 
kompleks. Proses ini dilakukan sebelum hidrolisis bahan berlignoselulosa (Handoko 
dkk., 2012). Delignifikasi sampel dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu, secara kimia 
menggunakan alkali seperti NaOCl dan NaOH, secara fisik dengan menggunakan 
pemanasan dan tekanan yang tinggi dan secara biologi menggunakan enzim yang 
berasal dari bakteri ataupun jamur (Fitriani, dkk., 2013: 68). Pada penelitian ini 
digunakan 2 cara delignifikasi yaitu secara kimia menggunakan NaOH dan secara 
biologi menggunakan enzim yang berasal dari bakteri bacillus. 
Dari penelitian yang telah dilakukan sampel biomassa lignoselulosa yaitu 
ampas tebu dan tandang kosong kelapa sawit dapat dihasilkan selulosa dari hasil 
delignifikasi atau penghilangan lignin menggunakan pereaksi NaOH 5%. Pada 
proses ini dilakukan penjemuran sampel selama 7 hari guna untuk menghilangkan 
kadar air dan mencegah pertumbuhan mikroba yang dapat mangganggu atau merusak 
sampel. selanjutnya sampel dipotong-potong kecil guna untuk mempermudah untuk 
menghaluskan lalu dihaluskan menggunkan blender dan dilakukan pengayakan 
menggunakan sieve shaker dengan ukuran 40 mesh untuk menyamakan ukuran pada 
sampel. Ukuran sampel sangat berpengaruh terhadap proses delignifikasi karena 
semakin kecil ukuran sampel maka semakin berkurang kadar lignin pada sampel dan 
luas permukaan sampel akan semakin besar yang dapat mempermudah kontak 
langsung dengan senyawa alkali seperti NaOH. Penambahan NaOH pada sampel 
untuk merusak struktur dasar lignin. Kemudian sampel direndam dengan NaOH 5% 
selama 1 x 24 jam lalu dinetral pada pH yang netral karena pH larutan setelah 
delignifikasi bersifat basa kuat. Jika pH larutan masih bersifat basa akan 
memengaruhi proses hidrolisis oleh enzim yaitu enzim tidak bekerja sesuai dengan 
fungsinya karena telah mengalami kerusakan dengan adanya basa. Dilakukan 





Gambar 4.1 Reaksi Pemutusan Ikatan antara Lignin dan Selulosa oleh NaOH 
Sumber : (Yani, 2015: 38) 
Setelah dilakukan delignifikasi, selanjutnya selulosa dihidrolisis 
menggunakan enzim selulase yang diinkubasi pada shaker inkubator selama 1x24 
jam. Inkubasi bertujuan untuk membantu kerja enzim selulase dalam menghidrolisis 
selulosa menjadi glukosa.  
Menurut (Oktavia, dkk., 2014:260), ada tiga tahap enzim yang berperan 































glukonase dan beta-glukosidase. Endo-glukonase berfungsi memutuskan ikatan 
selulosa secara random dengan memulai serangan acak pada sisi internal daerah 
amorf dari serat selulosa sehingga sisi yang terbuka dapat diserang oleh ekso-
glukonase. Kemudian ekso-glukonase yang memotong ujung-ujung rantai individu 
selulosa. Enzim ini juga biasa disebut sebagai selebiosahidrolase yang menyerang 
bagian luar dari selulosa sehingga dihasilkan selebiosa sebagai struktur utamanya. 
Selanjutnya adalah kerja enzim beta-glukosidase yang berfungsi memotong selebiosa 
menjadi molekul-molekul glukosa. 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, glukosa yang dihasilkan dari 
delignifikasi dan hidrolisis oleh enzim telah melalui beberapa tahap pendahuluan 
seperti pencucian, penjemuran, pengecilan sampel dan penyamaan ukuan sampel 
seperti yang telah dilakukan pada delignifikasi oleh NaOH. Enzim yang digunakan 
pada proses ini adalah enzim lignoselulase dimana terdapat enzim lignase yang 
berfungsi untuk mendegradasi lignin dan selulase yang berfungsi untuk 
menghidrolisis selulosa menjadi glukosa. Proses inkubasi pada shaker inkubator 
selama 1x24 jam pada suhu 370C dengan kecepatan 180 rpm. Inkubasi ini berfungsi 

























Silosa     Glukosa 
Gambar 4.2 Reaksi pemutusan Lignin oleh Enzim Ligninase 
Sumber : (Vijai, dkk., 2016) 
Dari reaksi yang dapat dilihat pada Gambar 4.2 dimana terjadi pemutusan 
ikatan lignin pada lignoselulosa oleh enzim ligninase. Oleh karena itu, lignin yang 
telah terdegradasi menyebabkan selulosa dan hemiselulosa dapat dihidrolisis. 
Selulosa dihidrolisis oleh enzim selulase menjadi glukosa dan hemiselulosa 
dihidrolisis oleh enzim xylanase menjadi silosa.  
4. Kadar glukosa hasil hidrolisis menggunakan NaOH dan enzim 























Dari penelitian yang telah dilakukan pada sampel diperoleh bahwa kadar 
glukosa yang dihasilkan dari ampas tebu dari hidrolisis NaOH menggunakan uji 
benedict dan DNS ialah pada uji bedenict yaitu uji secara kualitatif terlihat 
perubahan warna pada sampel setelah dipanaskan beberapa menit dihasilkan warna 
hijau yang menandakan bahwa hanya sedikit gula pereduksi pada sampel. Pada uji 
kuantitatif menggunakan spektrofotometer visible dengan menggunakan panjang 
gelombang 540 nm maka diperoleh kadar glukosa seperti pada Tabel 4.1 yaitu rata-
rata 63.91 ppm, menurut (Gunam) kadar glukosa pada hasil delignifikasi 
menggunakan NaOH 54.47 mg/L. 
Kadar glukosa dari hidrolisis menggunakan enzim pada ampas tebu dari uji 
benedict setelah dipanaskan pula beberapa menit maka didapatkan hasil berwarna 
hijau pula yaitu sedikitnya gula pereduksi pada sampel sedangkan dengan uji 
kuantitatif menggunakan spektrofotometer visible denga panjang gelombang 540 
didapatkan kadar glukosa pada Tabel 4.1 yaitu rata-rata 87.25 ppm, menurut (Sari) 
kadar glukosa dalam delignifikasi menggunakan enzim 66.0 mg/L 
b. Tandang kosong kelapa sawit 
Pada sampel tandang kosong kelapa sawit dari hasil hidrolisis NaOH dengan 
pengujian kualitatif menggunakan uji benedict yaitu terdapat warna hijau pada 
sampel setelah dipanaskan hal ini menandakan bahwa sedikitnya gula pereduksi pada 
sampel dan pengujian kuantiatif kadar glukosa menggunakan spektrofotometer 
visible didapatkan hasil pada Tabel 4.2 yaitu 32.52 ppm, menurut (Nasruddin) kadar 
glukosa 1.251 mg/L 
 Hidrolisis menggunakan enzim pada tandang kosong kelapa sawit terdapat hasil dri 
uji benedict yaitu berwarna hijau, maka dapat dikatakan bahwa gula pereduksi pada 
sampel sedikit tetapi pada uji kuantitatif dengan spektrofotometer visible dengan 
panjang gelombang 540 nm dihasilkan pada Tabel 4.2 yaitu 107.28 ppm, menurut 
(Nugrahini) kadar glukosa pada proses delignifikasi menggunakan enzim 74,555 
mg/L 
Dari hasil pengujian kadar glukosa pada sampel dengan perbedaan perlakuan 
delignifikasi menunjukkan perbedaan yang signifikan yaitu delignifikasi dan 
hidrolisis menggunakan enzim memperoleh kadar glukosa yang lebih banyak 
dibandingkan kadar glukosa dari hasil delignifikasi oleh NaOH. Hal ini disebabkan 
karena larutan alkali yaitu NaOH tidak hanya mendegradasi lignin tetapi juga 
mendegradasi hemiselulosa. hemiselulosa merupakan senyawa karbohidrat penyusun 
sel bahan lignoselulosa dengan derajat polimerisasi lebih rendah. Selain itu, 
delignifikasi menggunakan NaOH dapat menghasilkan senyawa inhibitor yang dapat 
menghambat kerja enzim, sehingga tidak seluruh potensi selulosa dapat diuraikan 
menjadi glukosa. Sedangkan delignifikasi oleh enzim yang menggunakan enzim 
lignoselulase hanya mendegradasi lignin oleh enzim ligninase, dalam hal ini masih 
terdapat hemiselulosa yang dapat membantu peningkatan hidrolisis selulosa menjadi 
glukosa oleh enzim selulase (Agustini, 2015: 72).    
5. Biofuel dari Hasil Fermentasi Glukosa  
Fermentasi merupakan perubahan gula-gula sederhana yang terbentuk 
menjadi etanol dengan bantuan khamir seperti Saccharomyces cerevisiae. Fermentasi 
biasanya dilakukan pada suhu 30°C, pH 5 dan sedikit aerobik. Pada proses 
fermentasi glukosa, satu molekul glukosa menghasilkan dua molekul etanol dan dua 
molekul karbon dioksida (CO2) melalui jalur EMP (Hermiati, dkk., 2010: 127). 
Fermentasi etanol meliputi dua tahap, yaitu tahap pertama adalah pemecahan 
rantai karbon dari glukosa dan pelepasan paling sedikit dua pasang atom hidrogen 
melalui jalur EMP (Embden-Meyerhoff-Parnas), menghasilkan senyawa karbon 
lainnya yang lebih teroksidasi daripada glukosa. Tahap kedua, senyawa yang 
teroksidasi tersebut direduksi kembali oleh atom hidrogen yang dilepaskan dalam 
tahap pertama, membentuk senyawa-senyawa hasil fermentasi yaitu etanol (Ariyani, 
dkk., 2013: 170).  
Ada 2 faktor yang mempengaruhi ketika proses fermentasi berlangsung 
yaitu Saccaromyces cerevisiae mengalami fase pertumbuhan dan fase konsentrasi. 
Fase pertumbuhan dimana Saccaromyces cerevisiae mengalami fase adaptasi (fase 
lag) dimana Saccaromyces cerevisiae melakukan adaptasi dengan lingkungan dan 
belum ada pertumbuhan, fase pembelahan sel (fase log/eksponensial) pada fase ini 
Saccaromyces cerevisiae mengalami pembelahan sel-sel menjadi aktif. Kemudian 
fase stasioner, Saccaromyces cerevisiae mengalami perbanyakan sel yang sangat 
banyak dan aktifitas sel menjadi meningkat. Oleh karena aktifitas sel yang 
meningkat, maka terjadi pemecahan gula secara besar-besaran untuk memenuhi 
kebutuhan pertumbuhan Saccaromyces cerevisiae. Kemudian Saccaromyces 
cerevisiae mengalami fase kematian karena habisnya sumber nutrisi. Variasi waktu 
fermentasi glukosa yang dilakukan pada penelitian selama 5 dan 7 hari (Hanum, 
dkk., 2013: 52). 
Hasil fermentasi glukosa selanjutnya dilakukan proses destilasi yaitu proses 
pemurnian dengan penguapan senyawa cair dengan proses pemanasan (Chadijah, 
2014: 82). Pada proses ini, senyawa yang menguap terlebih dahulu adalah etanol 
dibandingkan air karena titik didih etanol lebih rendah yaitu 780C sedangkan air 
1000C. Destilat ditampung dalam botol vial dan ditutup rapat agar senyawa etanol 
yang terdapat dalam destilat tidak menguap.  
Dari hasil destilasi yang dilakukan diperoleh data seperti pada tabel 4.3 yaitu 
destilat hasil delignifikasi oleh NaOH pada ampas tebu sebanyak 1 mL sedangkan 
pada tandang kosong kelapa sawit sebanyak 2 mL. Dibandingkan dengan destilat 
hasil delignifikasi oleh enzim pada ampas sebanyak 6 mL sedangkan tandang kosong 
kelapa sawit sebanyak 7 mL dan jerami padi sebanyak 9 mL. 
Destilat hasil delignifikasi menggunakan enzim pada uji kuantitatif 
menggunakan Gas Chromatography Mass Spectrometer dalam menentukan 
karakteristik biofuel yang dihasilkan. Puncak-puncak spektra atau peak menunjukkan 
jenis-jenis komponen biofuel yang terdapat pada sampel. Pada biofuel hasil 
delignifikasi jumlah komponen yang teridentifikasi sebanyak 36 peak. Namun, hasil 
yang akan ditabulasikan hanyalah peak komponen yang memiliki persentase lebih 
besar. Berdasarkan hasil analisis GCMS komponen senyawa yang terdapat pada 
biofuel ampas tebu pada tabel 4.4 yaitu 3-methyl-phenol dengan kandungan sebesar 
38,60% dengan waktu retensi 5,24 yang terdapat pada puncak 108 terbentuknya 
senyawa fenol akibat dari degradasi pada lignin (Yuni, dkk, 2012: 33), senyawa fenol 
menurut (Syahab) memiliki kegunaan yaitu pembuatan peledak, bahan bakar dan 
obat-obatan. 3-methyl-1H-Indole dengan kandungan sebesar 21,50% dengan waktu 









A.  Kesimpulan 
Kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1.   Pengaruh enzim dalam mendelignifikasi lignoselulosa lebih lebih efisien 
dibandingkan dengan menggunakan NaOH. Kadar glukosa yang dihasilkan hasil 
delignifikasi menggunakan enzim sebanyak 87.25 ppm pada ampas tebu dan 
107.28 ppm pada tandang kosong kelapa sawit. Sedangkan kadar glukosa hasil 
delignifikasi menggunakan NaOH sebanyak 63.92 ppm pada ampas tebu dan 
32.52 pada tandang kosong kelapa sawit. 
2.   Karakteristik biofuel yang dihasilkan dengan menggunakan Chromatography 
Gas Mass Sphectroschopy (GC-MS) yaitu 3-methyl-phenol dengan waktu retensi 
5,24 dan  3-methyl-1H-Indole dengan waktu retensi 7,53.  
B. Saran  
  Saran yang dapat diberikan adalah sebaiknya untuk penelitian selanjutnya 
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Ampas Tebu dan 
TKKS 
Preparasi  













Lampiran 2. Skema Prosedur Kerja  
1. Perlakuan Fisik  
  
 
- dipotong-potong kecil ± 3-5 cm dan dijemur selama 7 hari 
- Digiling menggunakan mesin penggiling 
- diblender hingga halus  
- diayak menggunakan ayakan 40 mesh 
 
 
2. Pembuatan Media Padat 
  
- ditimbang masing-masing 1,1506 gram NA dan 0.5020 gram 
CMC 
- dipanaskan air sebanyak 50 mL 
- dilarutkan masing-masing 10 mL 
- dimasukkan keduanya ke dalam Erlenmeyer 250 mL 
- ditambahkan 30 mL air yang telah dipanaskan 
- diaduk dan ditutup menggunakan kapas 
- disterilisasi dalam autoklaf selama 2 jam 
- dituang ke dalam 3 cawan petri dan biarkan memadat 
- ditaruh dalam laminar air flow 
 
 
Ampas Tebu dan 
TKKS 
Serbuk  
NA dan CMC 
Media Padat 
3. Peremajaan Bakteri dari Larva Cossus cossus 
 
- diambil biakan bakteri larva Cossus-cossus dari kulkas 
- diinkubasi selama 15 menit 
- dicelupkan ose ke dalam etanol 96% 
- dipanaskan hingga pijar 
- diambil 1 ose bakteri dari cawan petri 
- digores pada media padat berlabel  
- diinkubasi selama 1 kali 24 jam 
 
4. Pembuatan Inokulum 
 
- ditimbang 1 gram, 0,1 gram KH2PO4, 0.04 gram CaCl2, 0.04 gram 
Mg.SO4.7H2O, 0.4 gram yeast extract 
- dilarutkan dengan air panas 100 mL ke dalam Erlenmeyer 
- disterilisasi dalam autoklaf 
- disimpan pada laminar air flow hingga dingin 
- diinokulasikan sebanyak 2 ose bakteri yang telah diremajakan ke 
dalam inokulum 
- dikocok pada shaker inkubator pada suhu 370C dengan kecepatan 








5. Produksi Enzim 
 
 
- ditimbang 1 gram, 0,1gram KH2PO4, 0.04 gram CaCl2, 0.04 gram 
Mg.SO4.7H2O, 0.4 gram yeast extract 
- dilarutkan dengan air panas 100 mL ke dalam Erlenmeyer 
- disterilisasi dalam autoklaf 
- disimpan pada laminar air flow hingga dingin  
-  
-  dipipet inokulum sebanyak 5 mL ke dalam media produksi 
- dihomogenkan dan ditutup dengan kapas  
- dikocok pada shaker inkubator pada suhu 370C dengan kecepatan 
180 rpm selama 5x24 jam   
- disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm pada suhu 40Cselama 
30 menit  














6. Delignifikasi oleh NaOH 
 
 
- Ditimbang sebanyak 50 gram  
- dimasukkan masing-masing ke dalam wadah plastik 
- ditambahkan NaOH 5% 
- diaduk merata hingga serbuk terendam keseluruhan 
- direndam selama 1x24 jam kemudian disaring 
- endapan dicuci dengan air hingga pH 7 
- dimasukkan ke dalam wadah plastik 
- disimpan pada suhu ruang  
- ditimbang bobot serbuk 
 
 
7. Hidrolisis Enzimatik 
 
- ditimbang 20 gram dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 
- ditambahkan aquades sebanyak 150 mL 
- disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit 
- dinginkan dalam laminar air flow 
- ditambah enzim selulase sebanyak 7 mL 
- dihomogenkan dan ditutup kapas 
- dimasukkan ke dalam shaker inkubator selama 1x24 jam dengan 
suhu 37°C dan kecepatan pengadukan 180 rpm  
Serbuk Selulosa 




8. Delignifikasi oleh Enzim Lignoselulase 
 
 
- ditimbang masing-masing 20 gram dan dimasukkan ke dalam 
Erlenmeyer 
- ditambahkan aquades sebanyak 150 mL 
- disterilisasi dalam autoklaf selama 15 menit 
- dinginkan dalam laminar air flow 
- ditambah enzim selulase sebanyak 7 mL 
- dihomogenkan dan ditutup kapas 
- dimasukkan ke dalam shaker inkubator selama 1x24 jam dengan 
suhu 37°C dan kecepatan pengadukan 180 rpm  
 
 
9. Pembuatan larutan Standar Glukosa 
 
- ditimbang sebanyak 0,25 gram  
- dilarutkan dengan aquades dalam labu takar 25 mL 
- diimpitkan dan dihomogenkan 











10. Pembuatan Reagen DNS 
 
- ditimbang 1 gram, 1 gram natrium hidroksida (NaOH), 18,2 gram 
kalium natrium tatrat (KNaC4H4O6), 1 gram natrium sulfit 
(Na2SO3)  
- NaOH, Na2SO3  dan KNaC4H4O6 dilarutkan masing 20 mL 
aquades 
- DNS dilarutkan dengan NaOH yang telah larut sebelumnya 
- dicampurkan semua ke dalam gelas kimia dan dihomogenkan 
- dihomogenkan dengan magnetic stirrer  
- dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan impitkan  
- larutan yang sudah jadi di simpan dalam botol gelap dan pada 
suhu kamar   
 
 
11.  Uji Kadar Glukosa Metode DNS 
  
 
- dipipet masing-masing 3 mL ke dalam tabung reaksi 
- ditambahkan 3 mL reagen DNS  
- dipanaskan pada air mendidih selama 5 menit agar terjadi reaksi 
antara glukosa dalam sampel dengan DNS 
- didinginkan dalam air es selama 5 menit 




Filtrat delignifikasi NaOH 
dan delignifikasi enzim 
12. Uji Kadar Glukosa dengan Pereaksi Benedict 
 
  
- dipipet masing-masing 2 mL ke dalam tabung reaksi 
- ditambahkan 2 mL reagen Benedict 
- dipanaskan pada air mendidih selama 5 menit agar terjadi reaksi 
antara glukosa dalam sampel dengan benedict 
- diamati perubahan warna yang terjadi 
 
 
13. Fermentasi Glukosa 
  
 
- ditambahkan 1 g Ammonium sulfat (nutrisi)  
- ditambah 4 gram Saccaromyces cerevisiae dan dihomogenkan 
- Ditutup rapat Erlenmeyer dlengkapi dengan selang karet yang 
ujungnya dicelupkan ke dalam air agar tidak terjadi kontak 
dengan udara 







Filtrat delignifikasi NaOH 







- filtrat hasil fermentasi dengan variasi waktu 
tertentu dimasukkan kedalam labu leher tiga  
- didestilasi pada suhu 78ºC-80°C (suhu alkohol) 
 
 
 - Destilat terbanyak di uji kualitatif 
menggunakan Gas Chromatography 


















Lampiran 3. Penentuan Kurva Kalibrasi Standar 







B. Penentuan kurva kalibrasi standar glukosa 
No.    Konsentrasi (x)     Absorbansi (y)        x2                                     y2                               x.y 
1            Blanko                      0.000                  0                   0.000000                     0.00 
2               20                           0.095                400                 0.009025                     1.9 
3               40                           0.333               1.600                0.11088                   13.32 
4               80                           0.838               6.400                0.70224                    67.04 
5              120                          1.429              14.400               2.042041                   171.48 
6              180                          1.877              25.600               3.523129                   300.32 




 Konsentrasi (ppm)      Absorbansi 
Blanko                   0.000 
20                        0.095 
40                        0.333 
80                        0.838 
120                      1.429 
180                      1.877 
  572.4y   400.48
2x   387.62y  420x   06.554.yx
52 
C. Analisis Data 
Persamaan Garis Linear 

















































ratarataratarata bxya  

















Kurva Larutan Standar Glukosa
Series1
Linear (Series1)
Sehingga persamaan garis linearnya yaitu : 
Y = bx - a 















Lampiran 4. Pengukuran Kadar Glukosa Hasil Delignifikasi NaOH 
A. Data absorbansi sampel  
 
B. Konsentrasi glukosa dalam sampel 
1. Ampas Tebu 
a) Simplo  
Y = bx - a 





Sampel           Perlakuan         Absorbansi 
                     Simplo                 0.590 
     Ampas Tebu                 Duplo                   0.665 
Triplo                   0.720 
                                               Simplo                 0.289 
       TKKS                       Duplo                   0.312 










Y = bx - a 






Y = bx - a 
























Konsentrasi rata-rata sampel : 
 
  
  = 63.92 ppm 
2. Tandang Kosong Kelapa Sawit 
a) Simplo 
Y = bx - a  








Y = bx - a 


























Y = bx - a 





Konsentrasi rata-rata sampel : 
 
  































Lampiran 5. Pengukuran Kadar Glukosa Hasil Delignifikasi Enzim 







B.  Konsentrasi glukosa dalam sampel 
1. Ampas Tebu 
a) Simplo  
Y = bx - a 





Sampel           Perlakuan         Absorbansi 
                      Simplo                0.921 
Ampas Tebu                       Duplo                  0.936 
Triplo                  0.902 
                                                Simplo                 1.138 
    TKKS                                  Duplo                  1.157 










Y = bx - a 
0.936 = 0.0112x - 0.0576 
 
 
                                ppm 
b) Triplo 
Y = bx - a 





Konsentrasi rata-rata sampel : 
 
  




























2. Tandang Kosong Kelapa Sawit 
a) Simplo  
Y = bx - a 





c) Duplo  
Y = bx - a 
























Y = bx - a 





Konsentrasi rata-rata sampel : 
 
  


























Lampiran 6. Penentuan Kadar Biofuel 
 
 Sampel            RT(minute)          Peak Area             Prob.(%)                Nama 
             
Biomassa               5,24                 2712197740         38,60            3-methyl-Phenol 
Lignoselulosa 



























































































































Penyamaan ukuran sampel           
 




























































  Pengontakan dengan Enzim              Hasil Shaking 
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